Biochemicka analyza krve

Biochemicka analyza krve

Pro spravné posouzeni zdravotniho stavu je potreba ziskat co nejvice informaci. Zdrojem validnich informaci, které
v sobé odrazeji zménu metabolismu organismu a mohou byt pouzity pfi posuzovani zdravotniho stavu pacienta,
jsou vysledky laboratornich vySetreni.

Dle Gdajl prezentovanych Svétovou zdravotnickou organizaci WHO poskytuje laboratorni vysSetreni kolem 80 %
informaci vedoucich ke stanoveni spravné diagnézy.

Nejrozsahlejsi a nejvyznamnéjsi ¢ast laboratornich vysetreni tvofi analyza krve, krevniho séra nebo plazmy. Krev je
pomérné snadno dostupnym materidlem a v jejim slozeni se odrazi rada biochemickych pochod@ probihajicich v
rdznych tkanich.

DalsSim pomérné ¢asto analyzovanym materidlem je moc. Analyzy ostatnich télesnych tekutin (zaludecni sekret,
duodenalni obsah, plodové voda, mozkomisni mok, sliny, pot aj.) jsou pozadovény cilené pouze u omezeného poctu
vysetrovanych, jejich ¢etnost je podstatné nizsi, Casto se provadéji jen na specializovanych pracovistich.

Lékar v rliznych fazich diagnostického a terapeutického procesu mlze vyuzivat Sirokou skalu laboratornich metod.
Je vSak nezbytné je racionalné indikovat, efektivné vyuzivat, poté vyhodnocovat a spravné interpretovat ziskané
vysledky.

Laboratorni vySetfeni provadéna v klinicko-biochemickych laboratorich jsou:
= dle dostupnosti - zakladni , specializovana, vysoce specializovana,
» 7 hlediska rychlosti provedeni - rutinni, statimova, z vitalni indikace.

Primo v ordinaci Iékare nebo u IGzka pacienta se s vyhodou mohou provéadét nékterd vysetreni, poskytujici
okamzitou informaci bez nutnosti analyzy v laboratofi (tzv. bed-side diagnostics, point-of-care testing
(POCT), near-patient testing).

Odbér krve

Krev pro odbér se mlze ziskavat z Zil, tepen nebo kapilar. Nej¢astéji se odebira zZilni krev (vétsinou z kubity), méné
¢asto kapilarni (napf. z prstu, usniho lalticku nebo z prohraté pati¢ky u novorozence). Arteridlni krev se odebira
pouze vyjimeéné, hlavné pro analyzy krevnich plyng.

Odbér zilni krve

Z hlediska postupu a vybaveni pfi odbéru zilni krve rozliSujeme dva zplsoby odbéru:
= otevieny odbérovy systém - pracovnik provadéjici odbér je v pfimém styku s biologickym materialem
Odbér se provadi bud jehlou pfimo do zkumavky nebo do strfikacky velmi jemnym tahem pomoci pistu

= uzavieny odbérovy systém - manipulace se vzorkem po odbéru se provadi pfimo v odbérové
stfikacce/zkumavce.

Pracovnik je tak pfi odbéru chranén pred kontaminaci krvi pacienta, samotny biologicky materidl je chranén
pred moznou kontaminaci zvenci a proti pripadnému rozbiti béhem transportu a centrifugace. Jednotlivé
uzavrené strikacky/vakuované zkumavky jsou barevné oznaceny podle druhu uvnitf prfitomné preparacni latky
(akcelerdtory hemokoagulace, separacni gel, heparin, EDTA, ...). Separacni gel umoziuje po centrifugaci
(vytvorenim mezivrstvy) dokonalé oddéleni séra od krevniho koagula. Odbérovou strikacku/zkumavku je tak
mozné primo nasadit do analyzatoru. Pouzity materidl se snadno likviduje spalenim.

Pri pouziti uzavifeného systému se odbér provadi do uzavrené strikacky nebo do vakuované zkumavky.

Odbér do uzaviené strikacky. Odbérovéd souprava obsahuje strikacku na kterou se nasadi jehla. Pri odbéru do
strikacky krev je natazena pomoci pistu. Pokud mé pacient dostatecné silné Zily, Ize bezprostfedné pred odbérem
vytdhnout a zaaretovat pist na strikacce a tak vytvofit ve zkumavce vakuum, kterym je krev nasavana. Po odbéru
se pist ulomi a ze strikacky se tak stdva uzaviena zkumavka. ZpUsob odbéru je zvolen podle stavu Zil pacienta.

Odbér do vakuované zkumavky. Odbérova souprava obsahuje drzak jehly s hemostatickym ventilem, jehlu a
prislusnou vakuovanou zkumavku. Pfed odbérem se vlozi vhodnd jehla do drzdku, palcem ve vzdalenosti 2 az 5 cm
pod mistem odbéru se stabilizuje poloha zily, provede se venepunkce a teprve potom se postupné nasazuji vhodné
zkumavky. Vakuova zkumavka se nesmi nasadit na vnitfni jehlu drzaku pred venepunkci, protoze by se vakuum ve
zkumavce zrusilo. Vakuum ve zkumavce zajisti jak prfimérené naplnéni zkumavky, tak dostate¢ny pomér krve a
protisrazlivého cinidla.

Zasady pro odbér zilni krve
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= zjistit alergii na dezinfek¢ni prostiedky nebo urcity typ naplasti,

= pred odbérem pazi pacient rukou necvici (zkresleni rady
vysetreni),tlak Ize zvysit otevirdnim a zavirdnim dlanég,

= misto vpichu dezinfikovat (Jodonal B, Persteril, Jodisol, Ajatin),

= jsou-li zily dobre viditelné, odbér provadét z nezatazené paze,

= pouzije-li se turniket (ne déle nez 1 min), po nabodnuti zily m& byt
ihned uvolnén,

= pokud je turniket pouzit delsi dobu nebo pacient rukou intenzivné
cvicil, je tfeba to vyznacit do zadanky,

= po odbéru prilozit na misto vpichu vatu smocenou dezinfekénim
prostredkem,

= pii odbéru nesrazlivé krve, krev bezprostfedné po naplnéni promichat
opakovanym otécéenim odbérové zkumavky minimdlné 5x (netrepat!).

odbér vendzni krve do vakuované zkumavky,
Odbér kapilarni krve vacutainer systém

Kapilarni krev se pouziva v pripadech, kdy je treba jen malé mnozstvi
vzorku. Hlavni zdsady pfi odbéru:

= prohratim mista vpichu (bfisko prstu, usni boltec, u kojencd pata) zabezpecit dobré prokrveni (pfilozit teply
vlhky obklad 3 min pred vlastnim odbérem)

= misto vpichu dezinfikovat

= vpich smérovat ze strany do briSka prstu (paty), kde je lepSi prokrveni nez ve stredu

= po nabodnuti lancetou prvni kapku otfit (pfimés tkariového moku), dalsi tvorbu kapek podpofit lehkym tlakem
(pri silném vymackavani je v krvi prfimés tkdrnového moku)

= krev se obvykle odebird do specialnich kapildrnich krevnich zkumavek nebo do malych plastovych (i
sklenénych zkumavek. U prouzkovych testll se kapka krve aplikuje prfimo

= po odbéru prilozit na misto vpichu vatu smocenou dezinfekénim prostredkem

Zpracovani krve

Krev odebrana bez pouziti protisrazlivych prostredkl se po kratsi dobé srazi, v dlsledku premény rozpustného
fibrinogenu na vlaknitou sit fibrinu. Odstredénim srazené krve se ziskd sérum. Doba srdzeni musi byt dostatecna
(pri pokojové teploté po 15-30 min). Pred¢asné oddéleni séra od krevnich elementl vsak mize vést k dodatecné
tvorbé fibrinu a koagulaci séra. Pro néktera klinicko-biochemickd vySetreni je tfeba ziskat nesrazlivou krev. Krev je
odebirdna do nadobek s pridavkem antikoagulacnich (protisrazlivych) Cinidel. Odstfedénim nesrazlivé krve se ziska
plazma. Krev je mozno odstredit ihned po odbéru, ¢imz Ize usetrit ¢as u akutnich stavl. Plazma nebo sérum maji
byt oddéleny co mozna nejdrive, nejpozdéji vSak do 2 hodin od odbéru (pro stanoveni draselnych iontd do 1 hodiny
od odbéru). K oddéleni krevnich elementd od plazmy, resp. krevni srazeniny od séra, se pouzivaji centrifugy
(odstredivky). Uzaviené odbérové strikacky/zkumavky s krvi se umistuji do tzv. rotoru, kde pomoci odstredivé sily
dochazi k urychleni sedimentace latek s vyssi hustotou. K dokonalému odstredéni plné i srazené krve se pouziva
pretizeni priblizné 1000krat vétsi nez je zemskd gravitace. Centrifugace krve se vzdy provadi v uzavienych
zkumavkdach (zamezeni vzniku aerosolu, prip. kontaminace vzorku) po dobu asi 10-15 minut pfi pokojové teploté
nebo pfri teploté 4 °C. Delsi doba centrifugace nebo zvysSeni centrifugacniho pretizeni vede Casto k ¢astecné i
Uplné hemolyze.

Priprava krevni plazmy

Pri odbéru se odebirana krev ve zkumavce opatrnym krouzenim dobre smicha s protisrazlivou latkou
(antikoagula¢nim cinidlem), kterd se v krvi rozpusti a udrzi ji po urcity ¢as nesrazlivou (objem krve se pritom
nemeéni). Protisrazlivy prostredek se ddva do zkumavky ve formé roztoku, ktery se nechd odparit. Nesrazlivou krev
s heparinem lze ziskat také tak, ze z ampulky nasajeme roztok heparinu do stfikacky a opakovanymi pohyby pistu
vytvorime na povrchu jemny heparinovy film. Do takto pripravené strikacky pak odebereme krev. Uzaviené
odbérové systémy jsou plnény antikoagula¢nimi ¢inidly jiz pfi vyrobé. Priblizné ddvky antikoagulac¢niho cinidla
zabranujici srazeni 1 ml krve:

Priblizné davky antikoagula¢niho ¢inidla zabranujici srézeni 1
ml krve:

Antikoagulant Davka mg/ml

Oxalat sodny (lithny, draselny |1-2

Citrat trisodny 3
EDTA.Nay 1-2
Heparin 4—6 IU (roztok), 40—60 IU (suchy)

Principem Gcinku prvnich tri koagulac¢nich ¢inidel v tabulce je vazba vapenatych iontl a tim snizeni jejich
koncentrace v krvi. Vapenaté ionty jsou nezbytné pro aktivaci nékolika faktord krevniho srazeni (faktory II,VII,IX a
X. Heparin se vaze na plazmaticky antithrombin Ill a zvy$uje jeho afinitu k trombinu.U&inkem trombinu jsou
inaktivovany nékteré faktory srazeni. Pri pouziti antikoagulaénich ¢inidel je nutno poditat s tim, Ze mdze dojit ke
zméné slozeni odebrané krve. Napr. véechna antikoagulanéni ¢inidla na sebe vazi Ca2+ a Mg2*, proto je nutné v
pripadé stanoveni Ca2* pouzivat specidlné upraveny heparin. Rovnéz je nutno poditat s tim, e béhem koagulace
se nejen aktivuji koagulac¢ni faktory, ale dochazi téz k uvolfiovani nékterych slozek z rozpadlych trombocytd.
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Ukol: pfiprava krevni plazmy (odkaz na pdf)

Faktory ovliviaujici vysledek laboratorniho vysetreni

Vysledky laboratornich vysetreni jsou ovlivnény celou radou faktord. Jejich neznalost ¢i podcenéni méze vést k
nespravné interpretaci vysledku. Laboratorni vysetreni v sobé zahrnuje tfi faze:

= preanalytickou ¢ast - priprava nemocného, odbér biologického materidlu a jeho transport do laboratore,
uchovavani vzorku pred analyzou, priprava vzorku ke zpracovani;

= analytickou ¢ast - vlastni analyza a vypocet vysledku;

= postanalytickou ¢ast - validace dat a jejich prenos a interpretace.

a) Faktory preanalytické faze

vysledek ovlivnén jednak biologickymi vlivy (ovlivnitelnymi a neovlivnitelnymi), zplsobem odbéru materialu, jeho
transportem a skladovanim. Pokud je to mozné, je snaha tyto faktory eliminovat, pfip. minimalizovat, jinak je nutno
vzit je v Uvahu pri interpretaci vysledku.

Biologické vlivy neovlivnitelné

Rasa, etnicka skupina obyvatel - r(izné rasy/etnické skupiny maji
odliSné nékteré metabolické cesty, ale i mnozstvi svalové hmoty, odliSné
fyziologické hodnoty nékterych analytl, prip. odliSnou frekvenci vyskytu
onemocnéni danou odlisnou frekvenci urcitych gen(.

Pohlavi - vétsinou neovliviiuje fyziologické hodnoty analyt(, pokud ano,
tak u Zen jsou hodnoty o néco nizsi nez muzl. Rozdily jsou dany
predevsim zastoupenim hormont a habitem. Pred pubertou jsou rozdily
hodnot mezi divkami a chlapci minimalni.

Vék - vétsina parametr( v détském véku ma nizsi hodnotu horni
referenéni meze v porovnani s dospé&lou populaci. Rada biochemickych
systémU nebo déjl je spojena s urditou fazi vyvoje organismu. Vysoké
fyziologické hodnoty béhem dospivani jsou dany predevsim vyvojem
skeletu.

Gravidita - uplatiuje se nékolik mechanism, které vedou ke zménam
koncentraci analytd, aktivit enzymd a poctu komponent béhem gravidity.
MlzZe se jednat o zmény v tvorbé hormond a jejich Gc¢inku na organismus,
vliv placenty, prestup latek z plodové vody, apod.

zkumavky s EDTA, urc¢ené na krvny obraz

Biorytmy - jednd se o pravidelné linearni (vék) nebo cyklické zmény v

metabolismu pod vlivem hormon@ hypotalamu a hypofyzy (denni, mési¢ni, ...) nebo zmény zplsobené klimatickymi
¢i sezédnnimi podminkami, které Ize s urcitou pravdépodobnosti prfedpovidat. U kazdého jedince se vSak vyskytuji
téz necyklické, nepredikovatelné biorytmy.

Biologické vlivy ovlivnitelné

Hmotnost organismu - m{ze ovlivnit koncentrace analytd zménou distribu¢nich objem{. S obezitou pozitivné
koreluje koncentrace napr. LDL-cholesterolu, triacylglycerol, mocové kyseliny, inzulinu. Fyzicka aktivita - ovliviiuje
zmeénu slozeni télnich tekutin a zavisi na délce a intenzité fyzické zatéze. Akutni silova a vyclerpdavajici zatéz zvysuje
podil anaerobniho metabolismu, vytrvalostni zatéz aerobni metabolismus. Béhem fyzické aktivity dochazi k
zvysené utilizaci substratd (glykémie zpolatku nepatrné stoupd, po delsi zatézi klesd, klesa triacylglycerolemie,
zvysuje se koncentrace volnych mastnych kyselin), ke zméné metabolismu ve tkdnich (zvysena tvorba laktatu,
pokles pH), k presunu tekutiny z intravazalniho prostoru do intersticidlniho (zvyseni hematokritu, celkové bilkoviny
a latek na ni vadzanych), ke zméné koncentrace mnohych hormond.

Dieta/hladovéni - ovliviuji rliznymi mechanismy vysSetfované analyty - zavisi na slozeni a mnozstvi prijaté
potravy a tekutin. Pfed prijmem stravy a béhem jidla se vyplavuji hormony a enzymy. Pfi dehydrataci organismu se
zvysSuje hematokrit, ale i koncentrace rady latek. Strava bohata na proteiny zvySuje fosfaty, mocovinu a mocovou
kyselinu. Strava bohata na tuky sniZzuje podil dusikatych latek napf. mocové kyseliny. Strava bohatd na sacharidy
zvySuje napfr. laktdtdehydrogendzu a snizuje koncentraci triacylglycerold. Vegetaridnskd strava snizuje celkovy i
LDL-cholesterol a triacylglyceroly, zvySuje celkovy bilirubin a pH moce. Nékteré potraviny a napoje mohou ovlivnit
nékteré metabolické cesty, napt. obsahuji-li kofein, dochazi ke zvyseni koncentrace katecholamin(, glukézy a
volnych mastnych kyselin.

Koufeni - ovlivriuje hladinu fady analytd predevsim vlivem nikotinu. Koureni plisobi na metabolismus glukézy,
zvysSuje koncentraci cholesterolu a triacylglycerold.

Alkohol - konzumace alkoholu méni biochemické analyty odlisné podle toho, zda se jedna o akutni nebo chronicky
ablzus. Obecné ovliviuje predevsim metabolismus glukdzy, triacylglyceroll a zvysuje jaterni enzymy v krvi.
Jednorazové poziti alkoholu v mirné a stredni ddvce minimalné ovliviuje vysetreni. Dlouhodoby abuzus vede k
hypoglykemii a keto- a laktacidéze, zvysuje se koncentrace mocové kyseliny.
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Léky - mohou ovlivnit biochemicka vySetreni vice mechanismy, napr. indukuji/inhibuji jaterni enzymy, ovliviuji
vazbu na transportni bilkoviny, plsobi cytotoxicky nebo rusit vlastni stanoveni. Stres - ovliviiuje produkci hormond,
které nasledné méni metabolismus rady latek. Stres ¢asto doprovazi zavaznéjsi onemocnéni, ale u nékterych osob
tfeba i samotny odbér krve. Zevni prostredi - m@ze mit nezanedbatelny vliv na metabolismus a nasledné i na
koncentraci rady analytd. Jedna se o nadmorskou vysku (od vysek nad 3000 m), teplotu prostredi, ale také
geografickou lokalizaci - venkov, mésto. Cestovani pres ¢asova pasma se projevuje zménou nékterych analytd,
nejcastéji se jedna o retenci sodnych iontl a tekutin s normalizaci za 2 dny po navratu. Mechanické vlivy - napf.
svalové trauma, intramuskularni injekce zvysuji aktivitu ALT, AST, CK a koncentraci myoglobinu, tlak délohy ve
vysokém stupni gravidity zvySuje aktivitu ALT, digitdIni vySetfeni prostaty zvysSuje aktivitu prostatického
specifického antigenu (PSA).

Odbér materialu
Hlavni roli v celém procesu spravného laboratorniho vysetreni hraje pouceni pacienta.

Odbér nala¢no — doporucuje se, aby pacient cca 10-12 hodin nejedl a byl v relativnim klidu. Doporucuje se téz
vypit rdno cca 2-3 dl vody. Nedodrzenim la¢néni vznikaji zkreslené nalezy v parametrech sacharidového a
lipidového metabolismu. Pro néktera specidlni vysetfeni nebo funkéni testy jsou predepsand opatreni dietni nebo
rezimova (PSA mize byt pozitivni po jizdé na kole).

Doba odbéru - koncentrace nékterych latek znacné kolisd béhem dne (napf. glukdza, triacylglyceroly, hormony),
jinych béhem mésice i roku. Planované odbéry se provadi vétsinou v rannich hodinach. Poloha pfi odbéru ovliviiuje
koncentraci proteind resp. latek, které se na proteiny vazou (napf. celkové proteiny, albumin, enzymy, lipidy, ionty
CaZ*, Fe3%). Ve stoje dochazi k tniku vody z intravaskuldrniho prostredi a tedy koncentrace zminénych latek se
zvysSuje 0 5-15 %. Standardni poloha pacienta pri odbéru je poloha vsedé.

Pouziti turniketu - jeho pfilozeni nema byt delsi nez 1 minuta, pacient nema pazi ,pumpovat”. Pri delSim
zaskrceni koncetiny (cca 5 min) a vyraznéjsim cvi¢eni dochazi az k 10% zméné aktivity nebo koncentrace rady
analyt. Tato zména je dana nejcastéji prestupem nizkomolekuldrnich latek z intravaskularniho prostoru do
intersticia v dlsledku zvyseni filtraéniho tlaku pres kapilarni sténu a metabolickymi zménami v misté zaskrceni
(anaerobni metabolismus).

Komprese Zily/prstu ovliviiuje koncentraci krevnich plyn(, laktatu a pH.

Hemolyza (viditelna pri koncentraci hemoglobinu > 0,2 g/l) - v hemolytickém vzorku je zvysena koncentrace
analytd, jejichz koncentrace uvnitrf erytrocytl je vysokd (napr. celkové proteiny, laktatdehydrogendza, kysela
fosfataza, aspartdtaminotransferaza, z iontd predeviim K*, fosfaty, Mg2*). Priciny hemolyzy: pouziti prili$ velké
nebo malé jehly, rychlé vyprazdnéni strikacky, prudké trepani krve ve zkumavce, vlhkost v odbérové soupravé
nebo ve zkumavce, pritomnost detergentll ve zkumavce, nespravny pomér antikoagulancia a krve, uskladnéni krve
v lednici, ponechani v prostredi se zvysenou teplotou (na slunci, nad radidtorem), centrifugace pfri vysokych
otackach.

Transport Pro transport je vhodnéjsi sérum/plazma nezZ plna krev. Pfi transportu pIné krve hrozi hemolyza. Pfi
transportu se plna krev uchovava pfi teploté 0 °C (tajici led).

Stabilizace vzorku/skladovani

Pri delsim stani odebrané krve dochazi k vycerpani energetickych zdrojl erytrocytl, které pak nemohou udrzet
zakladni metabolické dé&je (dochazi k Uniku K* z erytrocytl do krve transportu Na*™ opacnym smérem). V zavislosti
na stanovovaném analytu se ke stabilizaci voli nizka teplota (4 °C, 0 °C (tajici led), —20 °C, —80 °C), ochrana pred
svétlem, Uprava pH vzorku, pridavek stabilizatoru.

b)Faktory analytické faze

Vysledek kazdého laboratorniho vySetreni je charakterizovan nékolikerymi znaky, které urcuji do jaké miry odrdzi
readlnou situaci a do jaké miry je ovlivnén chybami. Mezi zakladni analytické vlastnosti kazdé metody patfi presnost
a pravdivost. PFesnost (precision) vyjadruje miru shody vysledkd, ziskanymi opakovanou analyzou téhoz vzorku za
predem danych podminek. Presnost je obecny pojem. Miru rozptylu vysledkl (x;), tedy ¢iselnou hodnotu presnosti,
vyjadruje pojem nepresnost. Nepresnost byva uvadéna jako vybérova smérodatnd odchylka s (je uvedena v
jednotkdch méreného analytu) nebo jako relativni smérodatna odchylka (varia¢ni koeficient) CV:

cV = %(-100%)

Podle podminek, za kterych stanoveni presnosti probihéa rozliSujeme opakovatelnost a reprodukovatelnost metody. Opakovatelnost
(repeatibility) oznacuje presnost metody, kdy se vSechny analyzy provadéji v jedné sérii méreni, v témze dni a na témze pristroji. Pojem
opakovatelnost je shodny s oznacenim , presnost v sérii“. Reprodukovatelnost (reproducibility) vyjadruje presnost v case. Ziska se
vypoctem ze stanoveni, kterd se provadéji postupné po dobu nékolika dni na jednom zarizeni. Reprodukovatelnost byva oznacovéna
jako ,presnost mezi dny“.



Presnost zavisi pouze na rozdéleni ndhodnych chyb, nema vztah ke skute¢né hodnoté vysledku.

Nahodné chyby vznikaji zcela nepravidelné plsobenim ndhodnych vlivl, Ize je statisticky vyhodnotit. Zplsobuji
rozptyl vysledkd méreni, ktery Ize charakterizovat presnosti méreni ¢iselné vyjadrenou jako smérodatna odchylka s
nebo varia¢ni koeficient CV. Jejich vliv na vysledek mérenf Ize snizit zvysenim poctu méreni.

Pravdivost (frueness, drive spravnost) vyjadruje tésnost souhlasu mezi primérnou hodnotou ziskanou z velkého
poctu vysledkd méreni () a dohodnutou referen¢ni hodnotou (x0). Mirou pravdivosti je odchylka (bias), ktera
vyjadruje rozdil mezi stfedni hodnotou vysledkd a dohodnutou referenéni hodnotou:

bias = bias =

Pravdivost metody je dana velikosti systematické chyby (bias), kterd odchyluje vysledek vzdy jednim smérem.
Systematické chyby Ize predvidat a vypocitat a provést korekci vysledkd. Dohodnuta referenéni hodnota (x()
zastupuje skute¢nou hodnotu, kterd ve skutecnosti je vzdy nezndma. Ziskdva se pomoci referenc¢ni metody ve
velkém poctu laboratori.

Spravnost (accuracy) vyjadruje tésnost souhlasu mezi individudinim (jedinym) vysledkem méreni a dohodnutou
referencni hodnotou. Spravnost kombinuje presnost (charakterizovana smérodatnou odchylkou s) a pravdivost
(charakterizovana biasem), tj. vlivy ndhodnych a systematickych faktor(. Mirou spravnosti je celkova chyba (tota/
error, TE):

TE = 1,96 * s + bias

Spolehlivost (reliability) je ddna presnosti a pravdivosti méreni. Pfedstavuje rozsah, ktery pri opakovaném méreni
dosahuji jednotlivé hodnoty.

Celkovd chyba
Nahodnd chyba
Biag i
i
!
i
/:—\
.: +— IHIIiHIH +—+
k] X
Diohodrotd o
referenéni hodnota Hargtené hodnoty x

Kazdy vysledek vysetreni je vzdy v rlizné mire ovlivnén ndhodnymi a systematickymi chybami. Dlsledkem
existence chyb je nejistota vysledku méreni. Nejistota (uncertainty, u) predstavuje interval hodnot, v némz se
vysledek analyzy (x) s urcitou pravdépodobnosti nachazi. Nejistota zahrnuje mnoho slozek, pricemz nevyznamné se
zanedbavaiji, vyznamné se vyjadruji formou smérodatnych odchylek (nebo varia¢nich koeficient() jako tzv.
standardni nejistoty wu (tj. ¢iselné u = s). Nejvyznamnéjsi ndhodnou slozkou nejistoty byvéa standardni nejistota
reprodukovatelnosti a nejvyznamnéjsi systematickou slozkou nejistoty standardni nejistota kalibratoru. Proto
celkovou (kombinovanou) standardni nejistotu (uc) Ize zjistit ze vztahu:

Skutecna hodnota se naléza s urcitou pravdépodobnosti v intervalu (v tzv. rozSifené nejistoté), ktery se ziska
vynasobenim standardni kombinované nejistoty (uc) koeficientem rozsiteni (k), ktery ma pro 95% hladinu
spolehlivosti hodnotu 1,96 (pfiblizné 2):

Pri dodrzovani zdsad spravné laboratorni praxe by vysledek laboratorniho vysetreni mél vzdy obsahovat i Gdaj o
rozsirené nejistoté stanoveni daného analytu. Rovnéz hodnoty referenc¢nich mezi nebo hrani¢ni hodnoty by mély
obsahovat Udaj o nejistoté stanoveni.

Systémy kontroly kvality

Spravnost provadénych analyz je v klinicko-biochemickych laboratorich kontrolovdna v pravidelnych intervalech
pomoci kontrolnich vzorkd s deklarovanou hodnotou stanovovanych analytl (interni kontrola kvality). Pouzivaji se
zpravidla kontroly na dvou hladinach; jedna hladina je v oblasti referencnich hodnot, druha v patologické oblasti.
Za vyhovujici se povazuji vysledky kontrolnich analyz v rozmezi £2 s. Vysledky kontrol se kromé ¢iselné hodnoty
zobrazuji graficky.

Laborator je povinné zapojena do systému externiho hodnoceni kvality. Externi hodnoceni kvality je systém
objektivniho hodnoceni laboratornich vysledkl nezavislou organizaci, které se provadi pravidelnym porovnavanim
vysledkl méreni hodnocenych laboratofi navzajem a porovnavanim k referenénim hodnotdm méreni.

Validace vysledkd (nalezi). Vzhledem k velkému mnozstvi provedenych analyz (tisice) a velkému procentu
vysledkl v referen¢nich mezich se pribézné provadi nejprve tzv. elektronickd validace. Vysledky, které jsou v
ur¢eném rozmezi, nemaji chybové hlaseni a nelisi se v uréeném rozsahu od predchoziho vysetreni (nalezu), jsou
uvolnény k vydani na klinicka pracovisté automaticky. Ostatni ndlezy jsou pozdrzeny a predlozeny k validaci
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supervizorovi. Ten zohlednuje soulad ostatnich provedenych testd, predchozi vysetreni, diagndzu, pripadné dalsi
klinické Udaje pacienta. Pri jakychkoli pochybnostech o spravnosti provedenych analyz se provede opakované
stanoveni k vylouc¢eni ndhodné chyby.

Interpretace vysledku

Laboratorni vysSetreni poskytuje fadu dllezitych informaci pro uréeni/upresnéni diagndzy, volbu sprdvného postupu
[éCby i sledovani jejiho pribéhu, zjisténi prognostickych nebo rizikovych faktord. Vysledky laboratornich vysetrent
se hodnoti ve vztahu s fyziologickymi hodnotami, s vysledky dalSich vysSetreni, s anamnézou pacienta pfip. se
sleduje jejich zména v Case. Interpretace laboratornich vysetreni ¢asto vyZaduje spolupréci fady odbornik{
(klinického biochemika, hematologa, imunologa, genetika, mikrobiologa, toxikologa, farmakologa, aj.) s indikujicim
|ékarem. V pripadé opakovani laboratorniho vysetieni hraje podstatnou roli znalost charakteristiky vySetfovaného
analytu, predevsim jeho biologicky polocas, rychlost stimulace syntézy nebo degradace pfi patologickém procesu.

Porovnavani vysledkd s referenénim intervalem

Pri interpretaci vysledkd biochemickych vysetreni se nej¢astéji provadi porovnavani s tzv. referenénimi intervalem
hodnot. Referencni interval zahrnuje 95 % referenc¢nich hodnot, tzn. 5 % hodnot neni zapoditano (2,5 % nejvyssich
a 2,5 % nejnizsich). Referen¢ni hodnoty jsou hodnoty ziskané od vybrané skupiny jedinc( (vék, pohlavi, rasa) s
definovanym stavem zdravi (minimalné 120 referencnich jedinc(); zavisi mj. na zplsobu odbéru, transportu a
uchovavani vzorkl (viz kol 1.5), metodé stanoveni a zpUsobu statistického vyhodnoceni. Do této vybrané
referencni populace nepatfi napr. téhotné a kojici zeny nebo apriori ,zdravi“ darci krve, jedinci nemocni, s

genetickymi predispozicemi, obézni, konzumenti alkoholu, drog apod.

Pri statistickém hodnoceni referen¢nich intervall je tfeba vyloucit odlehlé hodnoty, otestovat hodnoty z hlediska normalniho rozdéleni,
pfipadné zvolit vhodné postupy pro transformaci dat na normalni rozdéleni, urcit referenéni intervaly neparametrickymi i parametrickymi
metodami, testovat vliv véku/pohlavi.

V zavislosti na rozlozeni ¢etnosti referen¢nich hodnot Ize pro odhad referencniho intervalu pouzit parametrickou
nebo neparametrickou statistickou metodu. Pokud referen¢ni hodnoty maji normalnirozlozeni ¢etnosti (graficky
vyjadrené Gaussovou krivkou) Ize pro vypocet referencnich mezi pouzit tzv. parametrickou metodu s vyuzitim
matematickych parametrd. Nejdrive se z referenénich hodnot se vypocte aritmeticky primeér a smérodatna
odchylka s:

5 — Ty +X2+...+&p =1

Z téchto parametrd se pak vypoc¢tou odhady referen¢nich mezi:

rta-s

Pokud méa referencni interval obsahovat 95 % referencnich hodnot, dosadi se za koeficient a hodnota 1,96
(pfiblizné hodnota 2) - viz nasledujici schéma.

Pokud referen¢ni hodnoty nespliuji normaini rozlozeni ¢etnosti, Ize je mnohdy pomoci vhodné matematické funkce (napr. logaritmu,
prevracené hodnoty) transformovat do normainiho rozloZeni ¢etnosti. Z transformovanych hodnot se zjisti aritmeticky prdmér a smérodatna
odchylka, vypoctou odhady referencnich mezi, které se pak retransformuji zpét.

Pri urc¢ovani referencniho intervalu Ize pouzit téz metodu neparametrickou. V tomto pripadé nezalezi na typu
rozlozeni hodnot. Jen vSak nutno vysetrit vétsi vybérovou referen¢ni skupinu, nez v predchozim pripadé, ziskané
hodnoty seradit vzestupné podle velikosti a na obou koncich oddélit prislusné procento hodnot (obvykle 2,5 %) - viz
nasledujici schéma.

Cetmst Interpretace laboratornich vysledk
pomoci 95% intervalu referencnich
| » o hodnot je zaroven vyjadrenim
pravdépodobnosti: u zdravého jedince
existuje 95% pravdépodobnost, ze
jeho stanovend hodnota bude spadat
do daného referenc¢niho intervalu.
Zbyvajicich 5 % predstavuje
pravdépodobnost, Ze vysledek bude

28 % {140,
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Platnost referenc¢nich mezi prevzatych z literatury je nutné pro pouzivanou metodu v laboratofi a pro danou populaci vzdy ovérit.Se zvysujicim
se poc¢tem rdznych stanoveni se snizuje pravdépodobnost, Ze vsechny stanovené parametry budou leZet uvnitr svych referenc¢nich intervald.
Vzristd tedy pravdépodobnost, ze (u ,zdravého” jedince) dostaneme néktery z vysledkd mimo referenéni rozpéti.

Se zvysSujicim se poétem ruznych stanoveni se snizuje pravdépodobnost, Ze vSechny stanovené
parametry budou lezet uvnitf svych referenénich intervali. Vzrista tedy pravdépodobnost, ze (u ,zdravého
jedince) dostaneme néktery z vysledkl mimo referen¢ni rozpéti.

Rozhodovaci analyza

Jind interpretace vysledkl je tzv. rozhodovaci analyza. Pri tomto hodnoceni nepracujeme s intervalem referencnich
hodnot (,,0d - do“), ale s jedinou hranic¢ni (kritickou) hodnotou (rozhodovacim limitem), kterd ndm stanoveny
vysledek dovoluje oznacit jako pozitivni test (jsou to zpravidla vyssi hodnoty, nez hodnota hrani¢ni) nebo jako
negativni test (zpravidla hrani¢ni hodnota a hodnoty nizsi). Pozitivita testu je spojovéna s urcitym rizikem
existujiciho nebo budouciho onemocnéni. Riziko mize byt vyjadreno slovné (riziko zvysené, vysoké, ...) anebo
Ciselné (pravdépodobnost v % apod.). Hrani¢ni hodnota je zpravidla vypoéitéana tak, aby bylo dosazeno maxima tzv. vydatnosti testu,
tj. nejvy$si pravdépodobnosti shody testu s diagnézou. Pojmy a jejich prakticka aplikace budou blize vysvétleny v klinické biochemii. PFi
sledovani pacientl béhem progrese nemoci nebo lé¢ebné terapie se laboratorni ndlezy porovnavaiji s predchozimi
vysledky. Pri tomto postupu neni mozné bezmyslenkovité porovnavani Gdajl, ale je nutné pocitat s analytickou a
biologickou intraindividudIni variabilitou daného parametru.

Kriticky rozdil

Vysledek laboratorniho vysetreni ovliviiuje nejen chyba pri analyze, ale i intraindividudIni variabilita méreného
parametru. Pro posouzeni dvou po sobé nasledujicich vysledkd méreni v uréitém ¢asovém intervalu (zavislém na
sledovaném parametru) u téhoZz pacienta je nutné znat tzv. kriticky rozdil. Jedna se o minimalni procentuelni
rozdil vysledkd, zplsobeny zménou metabolismu, nikoliv analytickou chybou nebo variabilitou daného parametru v
¢ase u daného jedince. Vypocet kritického rozdilu (critical difference, CD):

CD =2,77-,/CV2 + CV?

kde 2,77 je koeficient vztahujici se k 95% intervalu pravdépodobnosti pro 2 naslednd méreni; CVa analyticky variacni koeficient
(mezilehla presnost méreni); CVi intraindividudlni biologicka variace popisujici rozptyl hodnot sledovaného parametru v ¢ase u
jednotlivce (viz databéaze: https://www.westgard.com/biodatabasel.htm, hodnoty CVi jsou zde uvedeny jako CVw v procentech).

Kalkulator CD je mozné nalézt napt. na webovych strankach Ceské spole¢nosti klinické biochemie http://www.cskb.cz

Je-li rozdil dvou naslednych méreni vétsi, nez je hodnota CD, tak se tyto vysledky od sebe s urcitou
pravdépodobnosti (vétsinou 95%) lisi, tj. nejsou zplisobené analytickou ani intraindividualni biologickou variabilitou,
ale odrazeji zménu klinického stavu pacienta. Pokud je rozdil dvou naslednych méreni mensi nez pripustnd hodnota
CD, vypocte se aritmeticky prlimér pro dany parametr. V pfipadé prekroceni kritického rozdilu se provede po
urcitém Case treti vysetreni.

Diagnosticka spravnost laboratorniho vysetreni

Ukolem kazdého laboratorni vy$etfeni/testu by mélo byt odlidit jedince s pfitomnosti nebo absenci uréitého
onemocnéni. U vétsiny laboratornich vysetreni vSak dochdzi k ¢dste¢nému prekryti zdravych a nemocnych, ¢imz
vznika navic skupina zdravych s pozitivnim testem (faleSné pozitivnich) a skupina nemocnych s negativnim testem
(falesné negativnich). Vysetrované osoby mizeme tedy rozdélit do ¢tyr skupin (viz obr. 1-4 a pravdivostni tabulka
nize).

diskriminacni
= hodnota
'p:;ﬂ'ch SN zdravi s negatindin testemn
Tyselieny {sprivnd negativiia)
FN ... nemocni s negattnit tester
bex (faledna negativita)
niemoci AP . nernocni s pozitvrii testemn
(spravna pozitivita)
N i : FP .. zdrevi s pozimvndm testemn
; ¥ FAmar {falesna pozitivita)
520N
.
A =
-
FN FP hodnota testu

test negativni test pozithmi
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Pravdivostni tabulka: Klasifikace vySetfovanych osob

Pocet vysSetFenych osob|S nemoci Bez nemoci Celkem

S pozitivnim testem SP FP FP+SP

S negativnim testem FN SN SN+FN
Celkem SP+FN SN+FP SN+FP+SP+FN

Diagnosticka citlivost (senzitivita) testu vyjadfuje pravdépodobnost, ze pozitivni test vyjadruje skutecné pozitivni
diagnézu (jinak receno, ze u nemocné osoby bude vysledek testu pozitivni neboli tzv. procento spravné pozitivnich
nalez():

SP

_27 _(x1
5P+ BN 100%)

diagnosticka senzitivita =

Diagnosticka specifi¢nost (specificita) testu vyjadfuje pravdépodobnost, Ze negativni test vyjadfuje skutecné
negativni diagnoézu (jinak receno, ze u zdravé osoby bude vysledek testu negativni neboli tzv. procento spravné
negativnich nalezd):

diagnostika specifita = (x100%)

SN
SN + FP
Hodnota obou veli¢in se pohybuje v rozmezi 0-1 (0-100 %), ¢im vys$si hodnota, tim diagnosticky cennéjsi test. V
praxi se pouzivaji metody se specifi¢nosti aspon 0,7.

Diagnosticka citlivost vyjadfuje vysledky testu ve vztahu k nemocnym jedinc@im, diagnosticka specifi¢nost ve
vztahu ke zdravym jedinclm. V idedInim pripadé umoznuje laboratorni test zcela jednoznac¢né od sebe oddélit
jedince zdravé od nemocnych (citlivost i specifi¢nost se rovnaji 1). Pro rozhodovéni mé zdsadni vyznam hranice
(diskriminaéni hodnota, cut-off value), od které mlzeme povazovat zménu koncentrace analytu za pozitivni
nalez. Mezi diagnostickou citlivosti a specifi¢nosti existuje nepfima zavislost, tzn. ¢im ma laboratorni metoda vyssi

diagnostickou citlivost (nizsi faleSnou negativitu), tim ma nizsi diagnostickou specifi¢nost (vysSsi faleSnou pozitivitu)
a naopak.

Sdélovani vysledki biochemického vysetfovani

Ve vétsiné pripadl je vzorek krve nebo jiného biologického materidlu odesilan k vysetrfeni do centraini klinicko-
biochemické laboratore. PoZzadovana vysetreni se pro zjednoduseni znaci do prlvodnich formulard (Zadanek).
Z&danka by méla obsahovat pfislusné informace o odbéru materialu, podminkach skladovani a o zplsobu jeho
transportu. Vysledky stanoveni spolu s jejich interpretacemi (numerickymi, grafickymi, slovnimi) se pak vraceji zpét
na vysledkovém listé (ndlezové zpraveé). Rlznd pracovisté pouzivaji rzné typy formulard a vysledkovych listd.

Odkazy
Souvisejici clanky

Krev

Krevni plazma

Odbéry krve na vysetreni

Krevni obraz

Hemokoagulace m VySetreni krevni srazlivosti m VysSetreni krvacivosti m Sedimentace erytrocyt(
Biochemickd analyza krve m Laboratorni vySetreni acidobazické rovnovahy

Hemokultura m CRP m PCT
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